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脱感作機構に関する実験的研究（VI）
　　　　　　　　　　　組織培養によるTuberculin脱感作の研多ピ
第2篇　絹織培養発育抑制現象と感染菌1毒力の関係及びTuberculin
　　　　　　　　　　　反応，沈降反応発現の時期的関係について
　　　　　　　　　　　　　相　沢　芙　東
札幌医科大学病．理学教室　（指導　新保教授・小野江教授）
Experimen七al　S七udies　on七he　Mechanism　of　Desensitiza七ion（VI）
　　　　　　Studies　on　the　Tuberculin　Desensitization　by　Tissue　Culture
II．　Relation　between　Tissue　Culture　lnhibition　and　Virulency　of　Bacilli，
　　　　　　　　　　　　　　　　　Tuberculin　or　Precipitation　Reaction　，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　By
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　FuTABA　AlzAwA
　　　　　　　　　　　　DepuaTt？nent　of　Pat．hogogy，　Sapapo・ro　！14fedical　CoZlege
　　　　　　　　　　　　　　（0吻。剛by　Prof．　K．肋躍・o＆Pγ（ゾ17L　ONOfo）
　　　　　The　presen七paper　deals　with　relations　of　inhibition　of　the　cultivated　leukocytes　by　tuberculin　to　the
　virulenee　of　tubere］e　baeilli　empl　oyed　for　sensitizing　animals，　sensitivit．y　ot’　tuberculin　skin　reaction　and
　　intensity　of　precipitation　reaction　of　seyum．
　　　　　Each　group　of　rabbits　was　inoeula’ted　with　1）　10　mg．　of　non－virulent　BCG　and　2）　1／100　mg．　of　virulent
　tuberele　baeilli　of　the　Nakano　strain．　’　　　　　Blood　leukoeytes　were　obtained　from　these　rabbits　eve／　y　ten　days　after　the　inoculation，　and　eultivated
　　routinely．　At　the　same　time，　tubereulin　skin　reaction　and　sevum　precipitation　reactions　were　also　tested
　　in　each　of　the　animals．
　　　　　The　results．　are　follows：
　　　　　1）　The　inhibitio4　of　the　cukure　by　the　addition　of　tuberculin　began　to　appear　42　to　54　days　after
　the　inoculation　of　virulen七baeilli，　however，　when　non－vi’rulen七bacilli　were　used　for　the　inoeUlum，　almost
　no　inhibi七ion　of．the　cult庶e　was　observed．　In　other　woT・ds，　the　more　virulent　the　bacilli　for　inQcula七ion，
　the　earlier　and　the　more　intensive　’the　inhibition．
　　　　　2）　Tuberculin　skin　reaction　turned　pQsitive　on　the　14　th　to　the　20　th　day　after　the　inoculation　and
　　serum　preeipitation　reaetion　began　to　becQme　posit’ive　on　the　7　th　t，o　24　th　day　after．　the　inoculation　in
　　each　group．
・　3）　The　inhibition　of　the　eulture　was　observed　to　appear　dela：　ed　as　compared　with　the　appearance
　　of　positive　tuberclin　skin　reaction　an．d　posi七ive　serum　precipitation　reaction．
　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　　　論
　第1篇において結．核感染家兎白並L球ツ添力「1組織培養では，
遊走増殖抑制現象が認められ，且‘面積測定法によりある
程度の定聯勺槻察が可能なことを知ること洲i煉た。この
ツの発育抑制に対する特異性に．ついては・多くの研究崇によ
り報告されている．ので，本篇では結核感一時の結核菌才力
の強弱と本現象出現の関係及びその時期について検討し，
またツ反応，血．清抗体と本現象との時期的な関係につ．いて
も追求した。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　19．8
　本現象と結核菌毒力の強弱の関．係に．ついて追求した研究
は甚だ少ない。僅か．にWaksm．anl）がツ反応の．強度と本．現
勇詫のμ野f系を論じてし・るに丁丁き，なV・。　著者は刃弓子珪菌感染罪β
〔BCG感染）及び強毒菌感染群（人型仲野株感染）について
経時的に紅織培養を行い，発育抑制現象の出現を観察した
が，後考では本現1象が著明に認められるに反し，前膏で．は
軽度ないし不定であり，後に強手康株乖感染を行って本現象
を確実に認めることが出来．た。
　結核感染に特異的で．ある以上、他の血清免疫抗体との関
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係が問題になって来る訳であるが，この点についても殆ど
報告されていないが，Heilman2）等が死菌感作H当三における
糸騰1培養三二抑制現象と沈降反応，ツ反応の閉係を追求し
ている戊績が注目される。
　結核感染時の免疫抗体については，多く補体結合反応に．
よって抗体を追求しているが，いずれも各個体のアレルギ
ーの程度と補体結合抗体との開には関連が認められないと
されているs）一G）。安在7）はSauton－tuberculinを抗原とし
て沈降抗体を追求し，これが個体のアレルギーと密に関係
し，結核感染時及び脱感作時においてAlbumin感作及び
脱感作と同様の沈降抗体の消長を示すことを証明している。
　著者は細織培養と併行してSauton－tuberculinを抗原
とする沈降反応を行い，ツ反応とともに時期的関係を検討
した。
実験材料並びに方法
　実験動物：体重3kg前後の白色成熟家兎ユ5羽を使用
し，幼弱なものは避けた。
　結核菌感染方法：家兎5羽を1群として3群に分け結
板菌感染を行ったが，第1群はまず弱力株感染としてBCG
10mgを三部皮内に5個所に分け注射し，感染35日後に
仲野株1／100mg二二二三露感染を行った。第II群及び第
∬1群は時期を異にした強力株感染群で萌譜は仲野株1／100
mg耳静脈内注射，後』者は仲野株1mげ耳1獅辰口注射を行
った。
　Tnberculin：反応：標準法研OTの生理食塩水40倍稀
釈液0．1ccを使用し，48時聞判定で発赤，腫張，硬結を測
定した。
　沈降：反応：抗原はOTを使用し重層法により測定値は
緒方8）の抗体価にならい，抗血清の倍数稀釈をとり，同時
に抗原稀釈値をも測定し参考とした。
　組織培養法：第1篇に記述した被覆硝子法により370C
培養，約40時間’窟則定した。
　遊走発育度測定：第1篇に記述した面積測定を行い
Moen＆Swift“）にならい遊走発育度（R．M．），細胞毒係数
（C．1．），比較細胞毒係i数（C．C．1．）を算出した。
実験成績
　Tuberculin：反応及び沈降：反応：結核菌感染家兎3群
のTuberculin反応及び沈降抗体価はTable　Iに示した如
くである。
　第1群BCG　10　mg感染群ではツ反応は7日目で2例，
12日日で2例，14日目で全例陽転し，以後発赤径15～
25mmにとどまった。35日目に仲野株1／100　mg血合脈内
軍感染を行ったところ，第1日目にツ反応は低下し陰性と
なる例もあったが聞もなく恢復し3日目には殆ど以前の値
と変りなくなった。沈降反応は感染後7日目より全例に出
現し，’抗体価は2倍ないし41音を呈し，以後8倍までの価
を示した。
　 II群仲野株1／100　mg感染群ではツ反応は1例のみ10
日目に，他は遅れて20日目に全例陽転して，以後発赤径
20mm前後にとどまった。沈降反応は感作後8Ei目より1
例を除き全例に出現し抗体価は4倍までの価を有した。
　第III群ではツ反応は感染後10日日で2例，17　EI目に
は全例陽転し，　また沈降反応は24日同心より出現し最高
16台目での抗体価を示した。
Table　1．Relntion　between　the　Antiboely　Titer　and　Tzaberc2elin　Reaction
　伽Rα1》bitS　Jnooulαte（l　witん！ZizabθrcZθBα6覗唇
Days　after　infection　1　7　day　1　12
????
No．　1
No．　2
No．　3
No．　4
No．　5
Antibody
　titerTubereulin
reaetion
　A．T．
　T．R．
　A．T．????????
4×　80
o
2×　80
15×　18
4×　80
10×　10
2×160
　0
4×160
　0
4×160
18×　23
4×　80
18×　20
4×160
18×　20
4×　80
　0
4×1eo
20×　20
14 24 29 36　（1）
4×　80
22×　25
4×　160
25×　23
8×320
22×　23
4×160
15×　14
2×160
20×　20
4×160
25×　23
4×320
20×　28
4×320
20×　20
4×320
23×　22
4×160
20×　18
8×　80
21×　23
4×320
16×　18
4×320
13×　15
4×　80
22×　23
10×　10
8×160
15×　14
8×320
10×　12
4×160
　0
8×　80
　0
8×160
　？
38　（3）　1　58　（23）
8×640
15×　14
8×MO
20×　23
4　〉〈　320
20×　16
8×640
ユ8×18
8×320
8×640
12×　15
4×　40
20×　15
4×640
20×　17
8×640
10×　12
ec一 ﾀ験当時菌の毒力が低下していたため，感染量を第II群の100倍とした。
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??。??
Days　after　infection
No．　6
No．　7
No．　8
No．　9
No．　10
?????
T．R．
D．ays　after　infection
?????
No・　11
No．　12
No．　13
No．　14
No・　15
?????????
8　day
4×160
0・
2×160
0
0
0
0
0
1×160
o
10　day
o
　o
o
o
o
o
o
4×4（±）
0
9×8
10
2×160
　0
1×　40
　0
　0
　0
1×　40
10×　9
2×160
o
17
　0
17×15
　0　・
20　×　15
　0
10×11
　0
15×13
　0
25×23
14
4×　40
　0
4×　80
　0
1×　40
　0
　0
10×　9
2×　80
o
24
4×160
15×ユ3
4×160
　0
4×320
20×　18
2×　80
20×　18
4×320
20×　23
20
8×　6
12×13
13×14
7×　8
32
16×320
16　×　320
16　×　320
16　×　160
25
1×　80
10×　10
　0
17×　16
　0
9×　10
2×160
10×　10
49
8×320
20×　22
8×640
20×　20’
16　×　320
15×　16
16×320
20×　22
34
4　×　160
20×　18
2×　80
20×　20
　0
14×　12
2×　80
10×　10
24×　25
44
2×160
19×　17
2×320
18×16
4×160
20×　20
4×160
16×　20
54
4×160
20×　18
2x320
23×　25
2×　80
15×　20
4×160
20×　19
　組織培養：前述の感染家兎に対しツ反応及び沈降反応
とともに組織培養を行いFig．1，2及びFig．3に示す如き’
結果を得た。図について簡単に説明を加えれば，
　O　組1織培養発育抑制現象陽性（C．1．0．5以下）
　○　組織培養発育抑制現象陰トiLik（C．1．0．8以上）
　即ち第1篇で正常家兎白血球組織培養においても，高濃
度OT（120倍まで）添加では軽度に発育抑制を認め，この
時の平均C．1．　O．8であるので，高濃度OT添加時GI．0．8
以上は発育抑制現象陰性とみなした。
　鍵　C．工0．6以上0．8まで
　㊥CJ．0．5以上0．6まで
また円の上半部は高濃度OT添加例を下半分は低濃度OT
添加例を示している。
　第1群では感染6日目に1時的にNo．1，3の高濃度OT
添加例に抑制が認められたが，以後14日まで発育抑制は
認められず，24日頃より次第に抑制があらわれ，58日で
は2羽は確実に」羽は，ほぼ確実に抑制があらわれた。
　第II群では感染12日日に一時的にNo．9高濃度OT添
加例に抑制が認められたが，他は抑制は認められず，24日
頃より次第に抑制があらわれ，34日では3羽は確実に1羽
は大略確実に発育抑制があらわれ，54日では全例陽性とな
った。
　　　Inteetion
No，　1
No．　2
No．　3
No．4
tslo，　e）
1・f鰍。n
NaKano　Strdln
　　　
8誰・㍉　11，4、4281、・塾考き
鰺㊥eO㊥
oo　oo＠　oeo　e
＠ o ＠e＠o＠
ooo　’e　e
＠ooo　e｝　o
e
Fig．　1．　Relation　between　tissue　culture　inhi　bition
　　　　and　days　after　infeetion　（Group　1．）
　　Note：　o　Tissue　eulture　inhibition（一一）
　　　　　　＠　C．1．　O．6－O．8
　　　　　　gg　C，1．　O，5・一〇．6
　　　　　　e　Tissue　culture　inhibitioh　tHt）
　　　　　　　　　　　（Under　C工0．5）
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Fig．　2．　Relation　between　tissue
　eulture　inhibition　and　days
　after　infection　（Group　II．）
No．H
Ne．12
No．13
No．14
No．15
1ntectie”
．ith
NaKnno　Strain
14d己　　　21　　　　283ラ qt　ri9　50
　第III群では21日でNo．12の発育抑制陽性となったが
死亡した。他の4羽は42日に3羽，49日に4羽共全部，
発育抑制現象は確実に出現した。
　この実験結果からBCG感染より仲野株感染群において
より確実に発育抑制の出現することが判明したが，第1群・
58口日，．第II群54日目の各係数（R．M．，　C．1．，　C．CJ．）を
示すとTable　2及びTable　3のようになる。仲野株感染で
は54日目で全例共にGI．0．37以下で，各界について記す
とNo，7はO．26　L／下，　No．8は0．37以下，　No．9は024以
下，No．10はO．17以下で，いずれも著明な発育抑制を認
めるに反して，BCG感染58日目では，　No．2及びNo．4
の60倍OT添加例以上では抑制を認めC工0．46以下であ
るが一般に第II群に比して組織培養発育抑制現象が不確
oeoeo o
＠ee
ee
Fig．　3．　Relation　between　tissue　c．ulturq
　inhibition　and　days　after　infection　’
　　　　　　　（Group　III）
Note：　O　Tissue　eulture　inhibition
　　　　e．）　T．C．1．：　Uncertainty
　　　　e　Tissue　culture　inhibition（一）
実ないし弱かった。
総括考按
　以上の成績を総括すると，結核感染家兎の白血球培養の
抑制現象は結榎菌毒力については弱力帯感染より強力株感
染に早期に確実に出現すること及びツ反応陽転後，沈降抗
体出現後に出現することが判明した。実験例の全例をとお
してみるとツ反応は感染20日までに陽転し，沈降抗体は
24日頃までに出現するが，組織培養発育抑制現象は強毒株
感染例で49口ないし54日で全例確実となるが，弱毒株感
Table　2．EffeetsげTzaberculin　upon　tんθGro2vtんαnd　Migrαtion　O．f　Cuttivateel
　LezekoeQ」te　from　7iLebercMlous　and　Normal　Rabbits
　Dilut．
　　oftuberculin
30　×
60　×
90　×
120　×
240　x
300x’
600　×
Control
　Tuberculin
　reac！ion“
一二～｛1五七ibody
　　titer
No．　1
Ave－
rage
R．M．
1．40
0．80
2．50
0．80
1．50
C．1．
1．94
O．68
0．38
1．24
0．38
0．71
O．92
C．C．1．
O．68
0．38
1．20
0．45
0．75
No．　2
Ave－
rage
R．M．
C．1． C．C工
No．　3
2．10 1．00
O．65
O，45
0．44
0．54
0．48
060
0．39
0．38
1．0 1．23
O．36
0．31
0．44
0．39
0．48
032
0．3工
1．0
Ave－
rage
R．M．
O．36t
O，31
0．44
0．46
0．50
0．35
0．22
1．0
O．24
0．40
0．36
0．50
0．50
0．33
0．23
O．67
C．1．
O．36
0．59
0．54
0．75
0Vs
O．49
0．34
1．0
C．C，1．
12×　15
8×640
20×15
4×40
O．36
0，59
0．53
0．89
0．80
0．53
024
1．0
20×　17
4×640
No．　4
Ave－
rage
R．M．
1．03
0．62
0．49
0．27
O．30
0．ユ5
1．40
C．1．
O．74
0．44
0．35
0．19
O．27
0．14
1．0
C．CJ．
O．74
0．44
0．35
0．22
O．29
0．10
1．0
10×　12
Normal
Ave
rage
R．M．
3．05
3．05
3．00
2．46
2．75
2　70
4．25
2．90
C．1．
1．05
1．05
1．03
0．85
0．95
0．93
ユ．40
1．0
C．C．1．
1．0
1，0
1．0
1．0
1．0
1．0
1．0
1．0
o
8×640 o
Note：Tuberculous　rabbits　after　58　days　inoculated　with　B．C．G．　（Group　1）
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Table　3．EffectsげTzabercu，lin　e，vpon　the（｝γozvtんα嘱Migrαtion〔ゾCZtttivαte罷
　　Letelcoc？lte　from　TmbeTezelous　and　Normal　Rabbits
No．7 No　8 No．9 No．10 Norma1　Dilut．
@　of
狽浮b?ｒｃｕｌｉ?
Ave－
窒≠№??
q．M．
C．1． G．C、1，
Ave－
窒≠№??
q．M．
G．1． GC．1．
AVe－
窒≠№??
q．M．
C．1． C．CJ．
Ave一
uage
q．M．
GI． C．C工
Ave一
uage
q．M．
C工
@　1
C，C．1．
30×
60　×
90×
120×
240　×
300　×
600x
O．23i　O．051　O．07
0．481　O．1　1　O．13
0．68i　O．151　017
0．65r　O．141　O．17
1．03r　O．231　O．23
1．171　O．261　O．24
O．601　O．141　O．20
0．401　O．101　O．13
0．611　O．14r　O．16
1．001　O．241　O．29
0．721　O．171　O．17
0．95i　O．23［　O．23
1．521　O．371　O．34
O，231　O．041　O．061　O．36
0．69F　O，131　O．161　O．43i
O．47［　O．09［　O．10［　O，33
0． 71　O．18i　O．221　039
1．111　O，211　O．231　O．38
0．731　O．14r　O．141　O．64
1．281　O．241　O．221　O．25
Contro14．61　1．ol　1．ol　4．171，　1－ol　toi　s．371　to［　1．ol　3．7s
O．10j　O．141　2．771　O．711　1．O
O．111　O．141　3．12r　O．801　1．O
O．09［　O．11P　3．36［　O．861　1．O
O．1 1　O．121　3，241　O．83F　1．O
O．101　O．101　4．0　1　1．021　1．O
O．171　O．171　3．91］　1001　10
0．07］　O．061　4．261　1．091　1．0
1．ol　1．ot　3．gll　1．o［　to
Tuberculin
reaetion 20×　18 23×　25 20×　20 20×　19 o
Antibody
　七iteir 4×160 2×320 4×320 4×160 o
Note：　Tuberculous　rabbits　after　54　days　inoeulated　with　the　Nakano　Strain　of
　　　　tubercle　baeilli　（Group　II）
染ではさらに遅れるか不確実であった。
　Aronson9）・10），　Moen＆Swiftll）等の一1連の研究により
ツによる組織培養発育抑制現象は結榎感染と特異的な関係
にあることがあき’らかとなり，著者もほぼ同様の結果を得
たことを第1篇において報告した。
　そこで本現象と結核感染の菌毒力の強弱，或いは感染と
の時期的関係，或いはツ反応及び血清反応との関係等の基
礎的な事柄が，当然問題になってくる。また一方古くから
ツ型反応が組織親和性抗体により，ア型反応が体液親和性
三型によるとされており，この点からも本現象とツ反応と
の関係の吟味が必要と考えられる。著者の実験成績からは，
上記のように発育抑制は毒力株感染によって，はじめて確
実となり，．またツ反応陽転，沈降抗体出現に遅れてあらわ．
れることがたしかめられた。
　交献的にはこの種の報告は比較的，乏しくWaksman
O’Neilli2）等及びHeilman等の報告があるに過ぎない。
　Waksmanは発育抑制現象と三三個体に認められるいわ
．ゆる‘‘lympholysis”現象の関係を追求し，　lympholysisは
ツ反応とは関係なく，組織培養発育抑制現象がこの皮膚感
受性と関係の深いことを認め，OT　10　mgでツ反応の際に
壊死を示すものに特に著しいと報告している。即ちツ反応
の発赤径，10～30mmで3～10　mmの壊死を示し，’ｻの10
例中8例には（＋＋）～（＋＋＋十）の強度の発育抑制あり，
一一一■ﾊに強毒人型結緩菌感染では，加熱轡型死菌或いは結榎
患着喀湊感作に比して本現象は著明であり，壊死を認めぬ
3例にも抑制が出現したといっている。また本現象は感染
21日以後に認められる。’
　著者の実験例ではさらに遅れて出現し，またツ反応では
壊死は認めなかった。これはWaksm凱n等は海演を使用
しているので，動物の差のあること及びツ反応に使用した
ツ量が2．5．Mgであるためと考えられ，このツ反応に壊死
を伴うかどうかということは本質的な問題になるとは考え
られない。要するに強いアレルギー状態が本現象の発現に
必須であることを物語るものであろう。このことは著表の
本実験でも第1群において強毒仲野株感染により発育抑制
が確実となった点は，これを裏書きする所見と考えられる。
　0’Neill等は毛細管による組織培養変法を人結榎に応用
しているが，ツ反応と発育抑制は必ずしも平行していない”
と報告している。即ちツ反応陽性の健康人では本現象陰性
の例多く，ツ反応陰性健三人と殆ど差がないが，結核患者
では発育抑制を認めるものが多いという。この成績も本現
象の発現に強いアレルギー状態の存：在が必要なことを示す
ものと考えられる。
　Heilman等は結核死菌感染家兎のツ反応，沈降反応及
び脾の組織培養を試みて三者の関係を検討している。発育
・抑制は5羽中4羽に認めC．C．1・0．74～0．25であり，ツ反応
では壊死は認められず，沈降反応ζ共に全例陽性に出たと
報告しているが，感染後．日数の関係は不明で，また沈降反
応はOT稀釈，つまり抗原：稀釈のみで抗体価は不明であり
兄者の実験成績と比較検討する手掛かりがないのは遺憾で
ある。
　さて，本実験成績で細胞拘着性抗体の考えのもとに説明
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されるツ反応と組織培養発育抑制現象が時期的に少し離れ
て出現すること，及びッ反応に著しい差は認められなくと
も感染株毒力が本現象出現に関係することは興味ある点で
ある。これに関する検討は第3篇に譲りたい6
結 論
　本篇では第1篇に詳述した被覆硝子法による結榎感染家
兎白血球の組織培養を行い，ツ感受性出現の時期的関係に
ついて家の如き結論を得た。
　1）結核感染家兎培養白血球のツによる組織培養発育抑
制現象は，毒力株感染では，弱力株感染に比して早期に確
実に出現する。即ち，毒力人型菌感染では感染42～54日
の間に本現象があらわれ，BCG感染では不確実であった。
　2）本現象はツ反応陽転後、及び沈降反応出現後に遅れ
て出現する。即ち，ツ反応は各群共に14～20日までの間
に陽転し，沈降反応は7～24日で陽性となつだ。これに比
して発育抑制現象は毒力株感染では．42～54日間に出現し，
またBCG感染群では58日後において本現象を認めるも
のがあった。
　　　　　　　　　　　　　　　（昭和32．2．28受付〉
交 献
1）　Waksman，　B．　H．：　Am．　Rev．　Tbc．　68，　746（1953）．
2）　Heilman，　D．　H．　Feldman，　W．　H．　＆　Mann，　F．　C．　：
　　Am，　Rev．　Tbc．50，344（ユ944＞；52，65（工945）．
3）　Baker，　A．　B．：　Am．　Rev．　Tbe．　31，　54（1935）．
4）　Clawson，　B．　J．：　J．　Bacteriol．　29，　32（1935）
5）　Higginbothan，　M．　W．　：　Am．　J．　Hyg．　26，　197（1937）．
6｝ue　：東京医誌55（4）70（1941）．
7）安在：札医紀要2，374（1951＞．．
8）緒方＝血酒学実験法145（1947）．
9）　Aronson，　J，　D．：　J．　lmmunol．　25，1（1933）．
10）　Aronson，　J．　D．：　J．　Exp．　Med．　・54，　387（1931）．
11）　Moen，　J．　K．　＆　Swift，　H．　F．　：　J．　Exp．　Med．　64，　339，
　　943（1936）．
12）’　O’Neill，　E，　E　＆　Favour，　C．　B．　：　Arn．　Rev．　Tbe．
　’72，　577（1955）．
